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摘 要：利用特异性引物从组织病料中提取的鸡传染性贫血病毒核酸经 BCD 扩增得到 EB$ 基因，!"#F!和 $"%!
双酶切处理，纯化后，克隆至 !"#F!和 $"%!双酶切处理的表达载体 G613$’8 中，构建了原核表达质粒 G613$’3
EB$。将 G613$’3EB$ 转化至感受态 & ? ’(%) HI$&（J6)）中，经 KB1L 诱导和 MJM3BNL6 分析，可见约 )&OJ8 的目的蛋白

以可溶性形式表达于上清中。P/Q,/0@ .2-, 分析发现，表达产物与鸡传染性贫血的阳性血清发生特异性反应。纯化

蛋白免疫小鼠后制得的多抗可以与全病毒发生反应，证明其具有免疫原性，为进一步研究 EB$ 蛋白的功能及开展

CKNE 疫苗及诊断试剂的研制奠定了基础。
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鸡传染性贫血病毒（C=9+O/@ 9@S/+,9-TQ 8@/798 >90TQ CKNE）

属于圆环病毒科、环形病毒属（LU0->90TQ）。该病毒由日本学

者 VT8Q8 于 &454 年首次分离，我国于 &44$ 年由崔现兰等［&］分

离到该病毒。目前，该病已经遍布世界主要养禽国家。病毒

感染 $ 周龄以内的雏鸡可引起死亡，感染成年鸡引起免疫抑

制，使得鸡群对其它疾病的易感性增加，对疫苗的反应性下

降，从而给养禽业带来巨大损失。

CKNE 基因组结构简单，为单股、环状 JWN，约 $R)O.，主

要编码 ) 种蛋白，EB&，EB$ 和 EB)。其中，EB) 为病毒的致病

性蛋白，以凋亡方式引起感染细胞的死亡，该蛋白对病毒的

复制也起着重要作用。EB& 为病毒的主要结构蛋白，但是

X-+= 等［$］研究发现 EB& 单独在杆状病毒中表达时，只能刺激

机体产生较弱的免疫反应，而当其与 EB$ 共同表达时，则可

刺激机体产生中和抗体，因此，EB$ 在刺激机体产生中和抗

体方面起着不可或缺的作用。文献［)］报道，在杆状病毒中

表达的 EB$ 蛋白在 P/Q,/0@ .2-, 中与 CKNE 的抗血清反应性良

好，以该蛋白为抗原，对鸡群进行抗体监测，在 CKNE 感染后

的 $ ( $% 周均可以检测到 CKNE 抗体。因此，EB$ 可以做为诊

断抗原研制 CKNE 的抗体检测试剂盒。

迄今为止，EB$ 功能研究不十分清楚，这与难以在病毒

中纯化大量 EB$ 蛋白有极大关系。本研究将 EB$ 基因克隆

于 G613$’8 中，构建了重组表达载体 G613$’3EB$。MJM3BNL6
显示，目的蛋白以可溶性形式表达；P/Q,/0@ .2-, 分析表明，重

组蛋白与 CKNE 的阳性抗血清反应。该蛋白免疫小鼠以后，

可以刺激机体产生抗 CKNE 的抗体。这为 EB$ 功能研究奠定

了基础。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$&$&$ 病毒、菌株和质粒：CKNE Y44%# 毒株，由本实验室保

存。表达载体 G613$’8，大肠杆菌（&*’+,-)’+)" ’(%) JF#"、HI$&
（J6)）由本实验室保存。

$&$&# 酶和试剂：限制性内切酶 !"#F!和 $"%!，BU0-./Q,
JWN B-2U7/08Q/，JWN Y80O/0，1! JWN 连 接 酶 均 购 自 大 连

18X8D8 公 司，核 酸 凝 胶 回 收 试 剂 盒 购 自 上 海 华 舜 公 司。

F9Q108G1Y O9, 纯化试剂盒购自 N7/0Q=87 H9-Q+9/@+/Q 公司，FDB3
羊抗鸡 KZL 酶标结合物购自 M9Z78 公司。

$&# 引物的设计与合成

根据 L/@H8@O 已公布的 CKNE 的 EB$ 基因序列，设计引

物如 下：上 游 引 物（$.T）：#[3LCLLN1CCN1LCNCLLLNNC
LLCLLNC3)[，其 #[端设计有 !"#F!位点（下划线部分）；下

游引物（$.2）#[3CLLL1CLNC1CNCNC1N1NCL1NCCLL3)[，其 #[
端设计有 $"%!位点（下划线部分）。引物由大连 18X8D8 公

司合成并经过 FBIC 纯化。

$&’ 病毒 ()* 的提取

病毒 JWN 的提取参照文献［!］的方法进行。

$&+ !"# 基因的获取

以提取的病毒 JWN 为模板，用 EB$ 特异性引物进行扩

增，反应体系：\\F$* 5%#I，&% ] BCD HTSS/0 &%#I、\W1B Y9:,T0/

’#I、上、下游引物各 !#I、BU0-./Q, JWN B-2U7/08Q/ %R##I、模板

!#I。反应条件：4!^ !79@；4!^ )%Q，#’^ !#Q，5$^ &79@，)%
个循环；5$^ &%79@。反应结束后取 ##I BCD 产物用 %R’_琼



脂糖凝胶进行电泳分析。分析正确后，其余 !"# 产物用琼脂

糖凝胶试剂盒回收，按说明书操作。

!"# 重组表达载体 $%&’()’*+( 的构建和鉴定

将回收的 !"# 产物与载体 $%&’()* 分别用 !"#+!和

$"%!双酶切，回收纯化，用 &, -./ 连接酶于 012连接过夜，

将连接产物转化 & 3 ’(%) -+4"感受态细胞。提取质粒，分别

做 !"# 及酶切鉴定，选取阳性质粒，进一步测序确证（英俊生

物技术有限公司），鉴 定 阳 性 克 隆，获 得 重 组 质 粒 $%&’()’
5!(。

!", 目的基因在大肠杆菌中的表达

将空载体 $%&’()* 和重组质粒 $%&’()’5!( 分别转化大

肠杆菌感受态 67(0（-%8）细胞。分别挑取单菌落到含卡那

霉素（9*:）的 76 培养液中，8;2摇菌过夜，活化。第二天按

0<0==接菌到 4>7 含 8=#?@>7 9*: 的 76 中，8;2摇菌到 *+1==

达到 =31 左右时，加入终浓度为 0>>AB@7 的异丙基硫代’$’-’
半乳糖苷（C!&D）诱导培养。8E 后收集菌液，进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳和 FGHIGJ: KBAI 分析，检测表达产物。

!"- 表达产物的 ./.’+01% 和 2345367 89:5 分析

诱导后收集菌液，0(===J@>L: 离心 0>L:，弃上清，用 0>7
$+;3, 的 !6M 重悬沉淀，;===J@>L: 离心 )>L:，用 0==#7 $+;3,
的 !6M 重悬沉淀，加入等体积的 ( N 上样缓冲液，混匀，煮沸

0=>L:。进行 M-M’!/D%（4O的浓缩胶，0(O的分离胶）分析。

目的蛋白和蛋白分子质量标准经 M-M’!/D% 后，电转移

到 !5-P 膜上（操作按说明书进行）。!5-P 膜干燥后直接放

入 0<4= 稀释的 "C/5 阳性血清（采自经肝组织毒免疫的 M!P
鸡）中，室温下作用 0E，!6M& 洗涤 8 次后，放入 0< 4=== 稀释的

+#!’羊抗鸡 C?D 酶标结合物溶液中，室温下作用 ,4>L:，同上

洗涤后，用底物溶液（二氨基联苯胺）显色。

!") 融合蛋白的亲和纯化

将鉴定为阳性的重组菌按 031 方法大量诱导以后，离心

收集菌体，超声波后弃沉淀，将上清加入 (>AB@7 咪唑至终浓

度为 0=>>AB@7，室温作用 0E，然后用注射器上柱，缓慢流出

后，用 4>7 浓度为 0=>>AB@7 的咪唑溶液洗涤，除去非特异性

结合的杂蛋白，最后加入 4>7 浓度为 8==>>AB@7 的咪唑溶液

洗涤目的蛋白，0>7@管，分管收集目的蛋白洗脱液，用 M-M’
!/D% 检测蛋白纯度，同时用 6J*QRAJQ 方法对蛋白进行定量。

!"; 高免血清制备

将纯化的目的蛋白与等量弗氏完全佐剂乳化后，腹腔注

射 ) 周龄的 6/7K@S 鼠，4=#?@只，以后每隔两周用等量弗氏不

完全佐剂乳化，加强免疫两次，剂量同首免，第 8 次免疫后

04Q 采血，分离血清。用细胞培养的 "C/5 包被 %7CM/ 板检测

其抗体反应，同时用纯化的蛋白包被 %7CM/ 板检测其效价。

( 结果

("! 目的片段的获得及重组表达载体的酶切和 +<= 鉴定

以提取的病毒 -./ 为模板，经过 !"# 扩增获得了与预

期大小 相 符 的 14=K$ 左 右 的 目 的 片 段。将 该 片 段 克 隆 至

$%&’()* 载体中，提取质粒后，用 (KT、(KB 引物进行 !"# 扩增

鉴定。同时以 !"#+!和 $"%!双酶切鉴定，=3)O琼脂糖凝

胶电泳结果显示 !"# 产物及酶切片段的大小与预期结果一

致。测序结果证实目的片段大小及阅读框均正确。

("( 目的基因在大肠杆菌中的表达、纯化和 2345367 89:5
检测

阳性重组质粒在大肠杆菌中被诱导后，于 8E 取样，进行

M-M’!/D% 分析，发现重组菌在约 80U-* 处出现目的融合蛋

白，而对照菌在 80U-* 附近未出现蛋白条带（图 0’/），表明目

的蛋白获得表达。

表达产物经 M-M’!/D% 分析后，转移至 !5-P 膜上进行

FGHIGJ: KBAI，结果显示，表达产物能被 "C/5 阳性血清所识别，

证明表达产物具有免疫反应性（图 0’6）。

图 ! 重组蛋白 ./.’+01%分析（0）和 2345367 89:5 检测（>）
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("? 高免血清的检测

纯化蛋白免疫小鼠以后，获得了鼠抗 "C/5 5!( 的血清。

用 "C/5 作为包被抗原，以 "C/5 标准阳性血清（同 FGHIGJ:
KBAI 检测用血清）作为阳性对照，以未免疫鼠的阴性血清为阴

性对照进行 %7CM/ 检测，当免疫后血清以 0<0== 倍稀释时，与

"C/5 反应的 *+,Z=值在 03= 左右，而标准阴性血清 *+,Z=值为

=300(，证明所表达的 5!( 可以刺激机体产生 "C/5 特异性的

抗体。以纯化蛋白为包被抗原，检测该血清的效价达0<0()==
以上。

? 讨论

大肠杆菌表达系统操作简便，成本低廉，可以大量生产

目的蛋白，当目的蛋白与标签蛋白融合后，可以方便蛋白的

纯化，从而利于对蛋白结构与功能进行研究，所以目前应用

广泛。本研究将 "C/5 的 5!( 蛋白以融合形式成功表达，并

证实其主要以可溶形式存在，经 FGHIGJ: KBAI 检测其具有抗原

活性。

"C/5 感染鸡群以后，引起免疫抑制，体内病毒抗体滴度

较低，因此，检测时抗体稀释倍数不可过高。本研究在做

FGHIGJ: KBAI 检测时，当血清以 0 < 0== 倍稀释时，目的蛋白在

!5-P膜上未出现特异性反应，而血清以 0 < 4= 倍稀释时，则

发现目的蛋白可以与血清发生特异性反应。这就提示我们

用病毒免疫无法获得高免血清的情况下，可以利用表达蛋白

(,) F/.D [L*A’W*: ,- "% V @.’-" /)’0(1)(%(2)’" $)3)’"（(==1）,1（4）



制备 多 克 隆 抗 体 及 单 抗。!"# 在 体 外 成 功 获 得 表 达，经

$%&’%() *+,’ 分析其具有良好的反应原性。表达蛋白免疫小

鼠后，制得的血清可以与 -./! 全病毒反应，这为体外获得针

对 -./! 的多克隆抗体及单克隆抗体的制备奠定了基础。

迄今为止，鸡传染性贫血病毒复制机制研究还不很透

彻，但可以肯定，病毒基因组编码的 0 种蛋白对病毒复制、致

病机制等均发挥着重要而又不同的作用。"%’%(& 等［1］在发现

-./! 的 !"# 具有双重特异性磷酸酶活性的基础上，于 #221
年报道［3］在 !"# 的蛋白磷酸酶基序内，第一个半胱氨酸的突

变，可以导致细胞培养的病毒生长缓慢，滴度下降。本研究

中获得 的 !"# 蛋 白，为 在 体 外 对 其 功 能 进 行 研 究 及 开 展

-./! 疫苗及诊断试剂的研制奠定了基础。
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